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Kutatasainkban a poli-ADP-ribozilacié szerepét vizsgaltuk kiilonos tekintettel a sejthalal és a
gyulladas folyamatainak szabalyozasdban, a sejtmagban zajlo poli-ADP-ribozilacié és a

mitokondridlis folyamatok kolesonhatdsanak kdzpontba allitasaval.

Eredményeink:

I. Sejthaldl
1. Human és egér sejtek/sejtvonalak felhasznalasaval modellrendszereket allitottunk be és
vizsgaltunk a poli-ADP-ribozilaci6 és a sejthalal kapcsolata szempontjabol. A
legeredményesebben alkalmazhat6 tesztrendszer az AS549 sejtvonal és a sejtvonalban
lentivirdlis géncsendesitéssel 1étrehozott PARP-1 és PARG knockdown (KD) vonalak
véalaszainak Osszehasonlitdsa bizonyult. Az igy létrehozott stabil sejtvonalak vizsgéalataval
kimutattuk, hogy a poli(ADP-rib6z)-t lebont6 PARG ¢és a f6 poli(ADP-rib6z) szintetizalo
PARP-1 enzim csendesitése hasonld és nem ellentétes iranyu eltolodast okoz az oxidativ
stressz altal kivaltott citotoxicitasban. Mig enyhe DNS karosodas esetén a PARP1 és a PARG
hidny érzékenyit az apoptdzissal szemben, intenziv DNS karosodés esetén védelmet nyujt a
nekrozissal szemben. Vizsgaltuk a folyamatban a mitokondridlis Gtvonal szerepét is, és azt
talaltuk, hogy

A. a mitokondrialis dehidrogenazok aktivitasan alapuld viabilitdsa csokken a hidrogén

peroxiddal kezelt sejteknek, ami ellen védelmet nyujt az PARP1 és PARG KD

fenotipus.

B. A PARPI/PARG o6sszehangolt miikodése sziikséges a mitokondridlis membran

depolarizaciojahoz

C. A TCA ciklus szubsztratjai védelmet nyujtottak a sejthaldllal szemben, ami a

glikolizis lelassulasat jelzi.

D. A sejthalél kozvetitésében nem vesz részt a mitokondrialis apoptdzis medidtor AIF

(apoptozis indukalo faktor) (szemben mas, pl. neuronalis kultirakon tapasztaltakkal)

E munkank a FASEB Journal-ben jelent meg.

2. Az Aéltalunk korabban legrészletesebben jellemzett timocita rendszerben vizsgaltuk a
protein kinaz C (PKC) szerepét a PARP aktivacié és az altala kozvetitett sejthaldl
szabalyozasaban. Kimutattuk, hogy a PKC aktivacidja a PARP gatlasa révén véd az oxidativ
stressz toxikus hatisaval szemben. Kimutattuk, hogy a PKC-t aktivalo forbolészterekkel

kezelt sejtben az immunprecipitalt PARP-1 foszforilalodik. Ugyszintén igazoltuk, hogy a
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tisztitott PKC foszforilalja a tisztitott rekombinans PARP-1-et. Megvizsgaltuk, hogy a PARP1
PKC altali foszforilacioja és a kovetkezményes citoprotekcid csupan thymocytakban, vagy
mas sejttipusokban is megfigyelhetd. Azt taldltuk, hogy az érett lymphocytakban (I1épsejtek)
hasonldéan miikodik ez a szabalyozas, de epithelidlis sejtvonalakon nem tudtunk hasonlot
megfigyelni. Igazoltuk tovabba, hogy nemcsak forbolészter stimuldciora, hanem az igazoltan
PKC aktivacion keresztiil hatd mitogén konkanavalin A is PARP géatlast és citoprotekciot
eredményezett oxidativ stimulusokkal és MNNG DNS alkilalo kezeléssel szemben.

E munkank a FEBS Letters-ben jelent meg.

3. Egy DNS alkilalo hatast vegytilettel, az MNNG-vel kezelt sejtekben is kimutattuk a
peroxinitrit képzddését jelzénitrotirozin jelenlétét. MNNG-vel kezelt timocitdkon iNOS nem
expresszalodik, viszont az MNNG vizes oldatban NO-t bocsijt ki, mely endogen
szuperoxiddal kombinalddhat, és igy johet létre peroxinitrit. Az MNNG 4altal kivaltott timocita
sejthalal modellben is jellemeztik a PARP szerepét (DNS torés, PARP aktivitas esszé,
mitokondridlis paraméterek, DNS fragmentacid, kaszpdz aktivacid, membranintegritas).
Megallapitottuk, hogy bar az MNNG altal kivaltott sejthalal 1ényegében azonos
mechanizmussal jatszodik le mint a peroxinitrit altal stimulalt sejthalal, az MNNG-vel kezelt
sejtekben keletkez0, kis mennyiségii peroxinitrit abban nem vesz részt.

E munkank a Toxicology Letters-ben jelent meg.

4. Vizsgaltuk a H1.2 hiszton varians lehetséges szerepét a sejthalal szabalyozasaban, de az
altalunk kiprébalt modellrendszerek egyikében sem tapasztaltunk érdemi transzlokaciot. A
p53 és az altala regulalt sejthalalmediatorok (PUMA, NOXA, PERP; expressziojukat mRNS
szintjén RT-PCR-rel vizsgaltuk) szerepét szintén tanulmanyoztuk, de ezek az eredményeink

egyelore ellentmondasosak.

5. A direkt oxidativ stressz modellben kapott kedvezd fogadtatasra taldldo eredményeinken Uj
projektek elinditasat indukaltdk. Ezek keretében a sejteket nem oxidativ stresszagenssel
kezeljiik, hanem olyan exogén noxaval, ami ismerten masodlagos gydktermelést stimulal. igy
elkezdtiik vizsgalni
A) a TNF citotoxikus hatdsidt a géncsendesitett A549 sejtvonalakon, és fokozott
apoptozist tapasztalunk a PARP1 KD sejtekben.
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B) az UV sugarzas citotoxikus hatasat keratinocytdkon farmakologiai PARP
gatloszerek  jelenlétében, ¢és kezdeti eredményeink alapjan  valdsziniileg

ujraértelmezenddek lesznek az irodalomban e témaban megjelent munkéak

C) a dohanyfiist hatasat A549 sejtekre (a megfeleld KD vonalak 6sszehasonlitasaval).
Cigarettafiist hatdsara mitokondrialis szuperoxidgyok termelddése, DNS torés, PARP
aktivacio és sejthalal mutathato ki. Vizsgaljuk a PARP aktivaciot kivalté szabadgyok

fajtajat és a PAR szignalizacio szerepét a sejthalalban.

Il. Gyulladasok
Ismert a PARP1 szerepe a gyulladdsos mediatorok expressziodjanak szabalyozasaban. Ezt a
jelenséget vizsgaltuk

A) a fent leirt lentiviralis PARP1 és PARG csendesitett sejtvonalakon. TNFa. - stimulust

kovetéen qPCR arrayvel hasonlitottuk 6ssze a kontrol PARP KD ¢s PARG KD
sejtvonalak gyulladasos citokin €és kemokin expresszioit. Az eltérd expresszids
mintazatok mechanizmuséanak vizsgalata folyamatban van.

B) In vivo gyulladdsmodellben: oxazolonnal kivaltott kontakt hiperszenzitivitasban
metalloproteindzok aktivacidjat és ezaltal gatolja a gyulladast. Mint a PARP1 knockout
allatok vizsgalatdbol megtudtuk, a PARP izoformék koziil a PARP1 felelds a hatasért, mig a
PARP?2 kiiitése (knockout) nem valtoztatta meg a gyulladdsos vélaszt. A PARP1 allatokban
csokkent NFkB és ATF2 aktivaciot mértiink, ami felelés lehet a csokkent gyulladasos

valaszért.

A farmakologiai PARP gatlas hatasainak vizsgadlata a szakteriilet elsé szamu lapjaban, a J.
Invest. Dermatol.-ban jelent meg, a knockout dllatokon kapott eredményeinket bemutato

kéziratunkat ugyanide kiildtiik be kozlésre.



